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@ Proc6d6 de preparation a I'echelle industrlelle d'un concentre de facteur von Wlllebrand humain 
standardise, de tres haute purete, approprle a un usage th6rapeutiqu& 



@ L'invention conceme un precede de preparation de facteur von Wlllebrand humain a partir d'une 
fraction cryoprecipitee de plasma. 

Le precede comprend une combinaison de trois etapes de separation chromatographique. Le 
concentre obtenu presents une tres haute activite specrTtque et un pourcentage eleve de muftimeres de 
haut poids moleculaire. 

Le concentre est destine notam merit a un usage therapeutique. 
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L'invention concerns un procede d preparati n a l*6chelle industrielle d'un concentre de facteur von Wil- 
lebrand humain, standardise, d grande purete, a tres haut activite specifiqu t prssentartt un taux 61 vede 
multimeres de haut poids moleculaire, d stine notamment a un usage therapeutiqu . 

Le facteur von Willebrand (fvW) est la plus grande m lecule connue n circulation dans I plasma. II st 
s constitue d'un ensemble ae mulb'meres lies par des ponts S-S, dont Telement de base a un poids moleculaire 
voisin de 260 kOodaltons (KDa). La plus petite forme de fvW, dans le plasma, est un dimere de 440-500 KDa 
et les formes les plus grand es sont des multimeres de ce dimere dont le poids moleculaire peut atteindre 20 
millions de daltons. Cet assemblage des sous-unites en multimeres peut 6tre spscifique des cellules dans les- 
quelles il est opere f le fvW etant synthetise et polymerise dans les megacaryocytes et dans les cellules endothe- 
10 liales. 

Ce facteur joue un role essentiel dans I'hemostase par deux fonctions distinctes : comme proteine d "adhe- 
sion il penmet la dispersion, Tadherence et I'aggregation des plaquettes sanguines sur le sous- endothelium 
vasculaire (et participe ainsi au processus de cicatrisation rapide des vaisseaux leses) et, d'autre part, il assure 
la stabilisation et le transport du Facteur VIII dans la circulation sanguine. 

15 Une deficience congenitale en fvW ou une anomalie structurale de ce facteur entraine la maladie de Wil- 
lebrand qui se manifests par des hemorragies surtout cutanees et des muqueuses. Cette maladie est tres hete- 
rogene dans son expression clinique et pose de graves problemes en cas d' intervention chirurgicale. Le 
traitement de la maladie de WOlebrand s'impose pour corriger les anomalies de Themostase primaire (temps 
de saignement) et de la coagulation (temps de cephaline activee et activite coagulante du Facteur VIII). 

20 La maladie se trarte par therapie de substitution par des derives de plasma humain enrichis en fvW (par 
exemple la fraction cryoprecipttee du plasma ou des concentres de Facteur VIII con tenant suffisamment de 
fvW associe a celui-ci). Cependant ces produits ne sont pas standardises en vue du traitement de la maladie 
de Willebrand. De plus les fractions peu purifiees de plasma sanguin, en particulier le cryoprecipite, ne sont 
pas exemptes de risques de contamination virale parce qu'elles ne sont souvent pas soumises a un traitement 

25 efficace d'inactivation virale. En outre, elles entraTnent une surcharge en proteines contaminantes dont le 
patient n'a pas besoin et qui peuvent entrainer des reactions immunologiques apres des injections multiples. 

Le Facteur VIII purifie, au contra ire, peut etre soumis a un traitement d'inactivation virale efficace mais son 
precede de purification a ete optimise en vue du traitement de Themophilie A et non en vue du traitement de 
' la deficience en fvW. 

30 Ainsi les precedes de preparation du Facteur VIII recemment mis au point, comme I'immunoaffinite et la 
purification par echange d'ions, sont de plus en plus performants et produisent des concentres qui ne contien- 
nent plus suffisamment de fvW pour etre efficaces dans le traitement de la maladie de Willebrand. 

C'est pour combler ce besoin d'un traitement efficace pour la maladie de Willebrand que la Demanderesse 
a mis au point un nouveau procede de purification du fvW a I'echelle industrielle, qui permet de rentabiliser au 

35 mieux ('extraction de diverses molecules plasmatiques. En particulier il permet, dans une premiere etape, la 
preparation d'un concentre de Facteur VIII (selon un procede decrit dans la demande de brevet europeen 0 
359 593) et, ulterieurement, la recuperation d'une fraction enrichie en facteur von Willebrand, a partir du m£me 
lot de cryoprecipite, ce qui permet de rentabiliser au mieux ('utilisation du plasma humain. La fraction de fvW 
ainsi obtenue est ensuite purifies par deux stapes de chromatographis supplementaires ce qui aboutit a un 

40 concentre de fvW de tres haute purete. 

La complexity de la molecule du facteur von Willebrand rend sa preparation tres difficile. Des methodes 
de purification a petite echelle, e'est-a-dire de 5 a 2000 ml, dans des buts d'etude analytique ont deja ets decri- 
tes mais ces methodes n'ont pas pu etre adaptees a I'echelle industrielle (Thorell et al. Thromb Res. 35, 1984, 
431-450). De plus, le principe de rentabiiisation maximale du cryoprecipite pour produire a la fois du FVIII et 

45 du fvW n'avait pas encore ets snvisage. 

Le facteur von Willebrand a ete purifie par solubtlite differentielle sur des composes sulfates, en presence 
de glycine (Berntorp etaJ. Vox Sang. 56, 1989, 212- 217 ; Winkelman et aJ. Vox Sang. 57, 1989, 97-103) et par 
differentes methodes de separations chromatographiquss, par tamisago moleculaire (Perret et al. Haemostasis 
14, 1984, 289-295) ou par echange d'ions (Austen et al. Thromb Hasmostas.48, 1982, 4848 ; Harrison et al. 

so Thromb. Res. 50, 1988, 295-304), mais ces techniques montrent d'assez faibles rend erne nts en facteur von 
Willebrand ou une faible capacits du gel ou ne permettent pas la recuperation simultanee du FVIII st du fvW, 
ce qui les rendent moins interessantes pour une application industrielle. 

Austen et aJ. (1982, deja cite) obtiennent un concentre de faible purete (8 U Ag/mg proteine) et avsc un 
rend m nt ass z faibl , probabl m nt du a leurs conditions de chromatographie tres drastiquss (pH 5,5). 

55 Harrisson et al. (1988, deja cite) utilis nt comme matrice du d xtran-sulfate-sspharos ; ce materiau n'a 
qu'un faibl capacite d ret nti n du fvW 1 1 fvW ainsi produit n'a qu'un activite specifiqu d 2-4 U/mg 
proteine. 

D plus la plupartd ces produits c nti en nent un proportion importante de f rmes denaturees uinacti- 
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ves, a cfite des formes multimeriques activ s.comm I'indique le rapport activity cofacteur d ristocetins 
(RCo)/antig6ne qui est d I* rdre d 0,08 & 0,8 (Lawrie et al. Br. J. Haematol. 1989, 73,100), ce qui les rend 
moins efficaces pour un usage th6rapeutiqu dans la maladie de Will brand. Au contraire, le precede de la 
Demanderesse penmet d'obtenir un concentre d fvW dont le rapp rt RCo/Ag est superi ur a un, ce qui st 
5 comparable £ celui du fvW natif, dans le pool de plasma. 

La presente invention conceme un precede de preparation de concentre de facteur von Willebrand & usage 
therapeutique, led it precede permettant de preparer des lots standardises derivant chacun de tres grands volu- 
mes de plasma (4000 litres ou plus), d partir desquels on a d6j£ recupere du concentre de FVIII, ce qui renta- 
bilise au mieux 1'utilisation du cryoprecipite. 
w Plus particulierement, la presente invention conceme un procede de preparation d'un concentre de facteur 
von Willebrand qui com pre nd la combinaison de trois etapes success ives de chromatographie permettant un 
enrichissement en multimeres de haut poids moieculaire, associes £ I'activite biologique du fvW. Le materiau 
de depart est la fraction cryopr£cipit6e du plasma humain, soumise & une etape classique de prepurification 
par adsorption sur hydroxyde d'aluminium. Ce materiau est ensurte soumis & une inactivation virale, par exem- 
15 pie par un traitement par solvant-detergent, avant sa purification. 

Le precede de purification selon la pr6sente invention comprend une combinaison de trois etapes succes- 
sives de chromatographie d'un sous-produrt de la production du FVIII, les deux premieres etant des chroma- 
tographies d'6changes d'ions et la troisieme etant une chromatographie d'affinite. 

Les deux chromatographies d'echanges d'ions sont effectu6es sur la me me resine de polymere vinyl ique 
20 greffe de groupements DEAE (diethyl am inoethyl), plus particulierement sur des colon nes de DEAE-Fracto- 
geltM) TSK 650 (Merck), equOibrees avec du tampon comprenant du citrate trisodique 0,01 M, du chlorure de 
sodium 0,1 1 M, du chlorure de calcium 0,001 M, de la glycine 0,12 M et de la lysine 0,016 M, & pH7. 

Le DEAE-FractogelM TSK 650 est un gel synthetique hydrophile. Le support est un copolymere d'oli- 
goethyieneglycol, de glycidinemethacrylate et de pentaerythritol-dimethacrylate sur lequel sont greffes des 
25 groupements di6thylamino6thyl comme -O-CH^^N* (C 2 H 5 )2HC1 , ce qui constitue un echangeur d'anions fat- 
blement alcalin. Le DEAE-Fractogel TSK 650 est disponible sous deux tailles de parti cules (apres rehydrata- 
tion) : le type S (0,025-0,050 mm) et le type M (0,045 - 0,090 mm) ; les deux types peuvent etre utilises pour 
la presente invention. 

La fraction cryoprecipitee du plasma, prepurinee et ayant subi un traitement deactivation virale, est appli- 
30 quee sur la premiere colon ne de chromatographie qui retient une grande partie du facteur von Willebrand. Ce- 
luhci est ensuite 6lu6 par une augmentation de la concentration de chlorure de sodium du tampon £ 0,14 -0,15 
M. 

La fraction ainsi 6lu£e, enrichie en facteur von Willebrand, est appliquee sur la deuxieme colonne de chro- 
matographie, dans les m£mes conditions que sur la premiere. La fraction injectee sur cette deuxieme colonne 

35 etant dej& debarrassee de beaucoup de proteines (surtout le FVIII et la fibronectine), qui entraient en compe- 
tition pour les sites d'adsorption, la capactte d'adsorption du fvW sur la deuxieme colonne est beaucoup plus 
grande. Apres elimination du filtrat et lineage de la colonne avec le tampon d'6quilibrage, le fvW adsorbe est 
eiue par une augmentation de la concentration de chlorure de sodium du tampon £ 0,15 - 0,17 M. 

Gr&ce & la grande capacrte d'adsorption et k I'efficacite de la resine de DEAE-Fractogel vis-a-vis du fvW, 

40 celuhci est recupere avec une haute activrte specifique ( > 150 U RCo/mi) ce qui permet d'6vrter une etape 
suppiementaire de concentration par ultrafiltration. 

La fraction ainsi 6lu£e est soumise & une chromatographie d'affinite sur colonne de gelatine- sepharose, 
dans le m§me tampon d'equilibrage, ce qui permet d'6viter une etape de dialyse ou d'ultrafDtration pour modifier 
la concentration saline ; cette colonne retient les molecules de fibronectine residuelle qui contaminaient encore 

45 le fvW. Le choix du gel associe & la gelatine n'est pas critique : on peut egalement utiliser de la gelatine- Ultro- 
geK"), de la geiatine-SpherodexW ou de la gelatine- FractogelM. On utilise de preference de la gelatine- s6pha- 
roseM, qui foce jusqu'a 5-10 mg de fibronectine/ml dans les conditions utilisees dans le precede selon 
('invention. 

Le facteur von Willebrand purifie dans ces conditions ne se lie pas au gel et passe dans le filtrat ; comme 
so retape de chromatographie en presence de gelatine n'implique pas de dilution importante du fvW, a n'est pas 

necessaire de le concentrer (par exemple par ultrafiltration) et il peut etre directement conditk>nn6 et lyophyl is6. 

L'absence d'enzymes proteolytiques dans le produit final assure sa stabOite au cours de la filtration sterilisante 

et de la lyophilisation ce qui evite I'addition d'agents stabilisants. 

Le concentred facteur v nWHI brand btenu par le proc6d6 selon la pr6sente inventi npr6s nteuntaux 
55 de purification exceptionnement 6lev6 d > 10 000 f is par rapport au plasma de depart ts n activite speci- 

fiqu est de 345 U CBA/mg d proteines (unites d mesure de I'activite d liaison du collagen ) tde>100U 

RCo/rng de proteines (unites d'activite d cofacteur d ristocetin ). Le rdl d chaqu etape d chromatogra- 

phi dans la purification du fvW est illustre par la figure 1. 
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L'ameliorati n de la qualite du prod u it au cours des 6 tapes successrves de purification a ete surveill6 tout 
particulierement n f notion d la proporti n des molecul s a I'etat d multimeres d haut p ids mdeculaire 
(c'est-a- dire des f rmes moleculaires a haute activite bidogiqu ) par analys electroph retiqu . 

Cett analyse revele un enrichissement progressrf en multimeres > 4 (Figure 2) qui represented 79% du 
5 fvW dans la preparation finale, par rapport a 70% dans le plasma natif et alors que la cryoprecipitation en fait 
perdre la moitie. De maniere inattendue, c'est la chromatographie sur DEAE-FractogeltM) qui favorise cette 
retention selective des multimeres de tres grande taille et elimine dans le firtrat les formes de petite taOle, de 
structure anormaJe (ayant subi une proteoJyse partielle) et de faible activite. 

Le concentre de fvW standardise de grande purete a haute activite specrfique et a haute teneur en multi- 
10 meres de haut poids moleculaire, obtenu par le precede selon la presente invention est done particulierement 
bien adapte a un usage therapeutique dans les drffe rentes formes de la maladie de Willebrand, ce qui est 
confirme par des etudes cliniques preliminaires. Celles-ci montrent, en particulier, que le concentre aefvW rac- 
courcit effica cement le temps de saignement au cours des hemorragies. 

Des tests in vitro ont confirme Pidentite de ses proprietes biochimiques et physiologiques avec celles de 
15 la molecule native, en particulier, -sa capacite de fixer les plaquettes sanguines dans un dispositif de perfusion, 
et -sa capacite de se lier au Facteur VIII endogene. 

La haute purete du concentre de facteur von Willebrand obtenue par le procede selon la presente invention 
permet egaJement d'envisager son application dans divers usages de I a bora to ire (d'anaJyse fine de structure, 
d'etude de fonctionalite, de diagnostic...) et de production d'anticorps specifiques. 
20 Le concentre selon la presente invention peut egaJement etre utilise comme stabOisant au cours de la pro- 
duction du Facteur VIII par des cellules transformees par genie genetiqueet au cours des etapes de purification 
du Facteur VIII airtsi produrL 

L'exemple suivant Olustre un mode de realisation de la presente invention sans toutefois en I im iter la portee. 

25 EXEMPLE 

- Materiau de depart 

Le cryoprecipite est prepare a partir de plasma frais recolte en presence de citrate de sodium (4%) ou de 
solution anticoagulante CPD (citrate, phosphate, dextrose), et congele au plus tard 6 heures apres son prele- 

30 vement. Le plasma est congele a -60°C puis conserve a -35°C. Les lots de plasma contiennent de 1 800 a 2000 
litres et sont rassembles par lots de 4000 litres pour chaque mise en ouvre du procede. En vue de la decon- 
gelation, le plasma est place dans une chambre a -7°C pendant au moins 12 heures pour assurer un rechauf- 
fement lent et regulier puis il est degele dans une enceinte thermostatee a 0 - 2°C, sous agitation constante. 
Le cryoprecipite (qui represente environ 9 g/litre de plasma) est recupere par centrifugation a froid. 

35 Apres centrifugation, le cryoprecipite recupere est rem is en solution et adsorbe sur hydroxyde d'aluminium 
pour etiminer les principaux contaminants, e'est-a-dire les composants du complexe prothrombinique (particu- 
lierement le Facteur VII), le Facteur XII. Le surnageant est ensuite refroidi a 15°C (ce qui elimine en partie le 
fibrinogene et ia fibronectine). 

Ce traitement permet une recuperation de 80 a 86% du melange Facteur VIII - facteur von Willebrand du 

40 cryoprecipite ; Tactivite specifique du Facteur VIII est de 0,7 Ul/mg et celle du fvW de 0,6 U RCo/mg (activite 
cofacteur de rtstocetine) et de 1,2 U CBA/mg (activite de liaison du collagene). 

- Traitement d'inactivation virale. 

La solution contenant le Facteur VIII - facteur von Willebrand est soumise a un traitement par solvant- deter- 
gent connu pour son efficacrte contre les virus a enveloppe lipidique (Horowitz et al M 1 985, Trasfusion, 25, 51 6- 
45 522.) et qui comprend une incubation de 8 heures a 25°C en presence de 0,3 % tri-n-butyl phosphate (TnBP) 
et de 1% de Tween 80. 

Apres ce traitement on retrouve 95% de I'activite des Facteurs VIII et von Willebrand mesuree a I'etape 
precedente. L'electrophorese permet de contrdler que le fvW est toujours sous forme multimerique. 

- Procede de separation chromatoqraphique. 

so La purification du facteur von Willebrand apparalt comme une derivation du procede de purification du Fac- 
teur VIII decrit par la Demanderesse dans la demande de brevet europeen 0 359 593. 

La premiere chromatographie est realisee sur une colon ne de DEAE-Fractogeiw TSK 650 (Merk). Le tam- 
pon d'equilibrage contient du citrate trisodique (0,01 M), du chlorure de calcium (0,001 M), du chlorure de 
sodium (0,1 1 M), de la glycine (0,12 M) t d la L-lysin (0,016 M). Le facteur von Willebrand, I Fact ur VIII 
55 et la fibronectine sont retenus par la col nn ; les protein s contaminantes (principaJem nt le fibrinogen t 
des IgG) faiblem ntou pas fixees par la colon n etl s residus du trait m nt deactivation virale sont el imines 
par plusi urs lavages successrfs avec le me me tampon. 

La col nne est utilisee av c un vitesse de flux lineaire de 100 cm/h ure. 
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Dans ces conditions d'utilisatton, la colonne utflis6e pr6sente un capacity de retenti n du fvW de environ 
75% (mesure s us forme d'antig6n , Ag), I rest 6tant perdu dans I filtrat Cett capacity d fixati n corres- 
pond a 45 U d'Ag fvW/mJ d gel. 

L facteur von Will brand est desorbe de la colonne par une augmentation de la concentrati n n NaCI 
5 du tampon a 0,1 5M. La fraction de fvW r6colt6e contient 30 a 35 % du fvW initial mais 40 % de celui-ci reste 
co-adsort>6 avec le Facteur VIII et sera co-eiu6 avec celui-ci par une seconde augmentation de la concentration 
du tampon a 0,25 M et sera co-purifie avec celui-ci. 

La fraction contenant le fvW 6lu6 de cette premiere colonne est r6inject6e sur une seconde colonne, iden- 
tique a la premiere et dans les m£mes conditions, apres une legere dilution avec le tampon d'&quilibrage, pour 
w ajuster la force ionique de la fraction fvW a l'6qurva!ent de 0,1 1 M en chlorure de sodium. 

La fraction inject&e 6tant d6ja d6barrass6e de contaminants et du Facteur VIII qui entraient en competition 
pour la capacite de fixation des sites d'absorption de la premiere colonne, on observe pour la seconde, une 
capacite de fixation beaucoup plus grande, de 320 U d'Ag fvW/ml de gel. 

Le fvW est d6sort>6 par une augmentation de la concentration en NaCI du tampon a 0,1 7 M. 
15 Cette deuxieme chromatographie permet un facteur de concentration de 8 a 10 fois par rapport a la pre- 
cedents ce qui 6vite des etapes suppl6mentaires de concentration par ultrafBtration, par exemple. Dans les 
dlfferents systemes de mesure habituels, l'6luat contient les taux ou activites de fvW suivants : 

- antigene (Ag) 88 ± 9 U/ml 

20 

- cofacteur de ristocetine : 97+19 U/ml 

- capacite de fixation au 

collagene (CBA) : 14 9 ± 13 U/ml. 

25 - multimeres (> 4) de haut poids 

moleculaire 79% 

Le rapport CBA/Ag de 1,69 montre que I'activite du fvW est bien pr6serv6e. Ceci est en accord avec le 
30 haut pourcentage (79%) de multimeres de haut poids moleculaire. 

L'analyse eiectrophoretique de cet eiuat du fvW r6veie la presence d'une legere contamination par de la 
fibronectine et de I'inter-alpha trypsine inhibiteur (ITI). 

Ce second eiuat de fvW est soumis a une troisieme etape de purification sur colonne de gelatine- Sepha- 
rose CL4B (Pharmacia) equflibr6e avec le tampon d'eiution de la colonne precedente, pour eiiminer la fibro- 
35 nectine. 

Ce gel de chromatographie d'affinite a une capacite de retention de la fibronectine de > 5 mg/ml ce qui 
permet de reduire ce contaminant a des quantites indetectables (< 4 mg/l) dans la fraction fvW. 

Le fvW purifie se retrouve dans le filtrat de cette derniere etape et peut etre directement condition ne et , 
lyophilise. 

40 - l'analyse eiectrophoretique ne detecte plus aucun contaminant, 

- le contenu en fvW est de 205 U Ag/mg proteine, 

- son activite spedfique est de 345 U CBA/mg de proteine 
et 186-220 U RCo/mg de proteine. 

Le degre total de purification par rapport au plasma initial est de > 10 000 fois. 

45 Le fvW obtenu en fin de purification est constitue a 65 a hO a de multimeres de haut poids moleculaire, 
c'est-a-dire un taux comparable a celui du plasma de depart qui est de 70 %, comme le montre l'analyse eiec- 
trophoretique sur agarose-SDS. 

La stabilite du concentre a ete etudiee e retat liquide e temperature ordinaire pendant 24 heures : on ne 
detecte aucune trace de proteolyse ni de changement d'activrte specifique. 

50 L'absence totals d' activite thrombog6ne du concentre a ete contrdiee par les tests dassiques de NAPTT 

("non activated partial thromboplastin time"). L'absence totale de thrombine, de PKA et de kallikreine a ete 
demontree. 

Le concentre final obtenu ne necessite aucune addition de stabilisant 
55 Figure 1 : 

SDS-PAGE des fractions d fvW au cours d la puriflcati n. bande 1 : cryoprecipite ; band 2 : cryoprech 
pite traite au solvant-detergent ; band 3 : fraction non li£e au DEAE-Fractogel ; band 4 : ler eiuat d fvW ; 
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bande 5 : 2e eluat de fvW ; band 6 : fraction n n liee au g I a la gelatine ; bande 7 : standards. 

Fbn = fibronectin 

IgG = immunoglobulines 

Alb = albumine 

5 

Figure 2 : 

Distribution des multimeres du fvW dans les fractions en cours de purification, apres electrophorese sur 
agarose-SDS. 

10 bande 1 : plasma natif ; bande 2 : cryopredpite ; bande 3 : cryopredpite traite au solvant-detergent ; bande 4 : 
fraction non liee au DEAE-Fractogel ; bande 5 : ler eluat de fvW ; bande 6 : 2e eluat de fvW ; bande 7 : fraction 
non liee au gel a la gelatine. 



15 Revendications 

1. - Procede de preparation d'un concentre du facteur von Willebrand humain standardise, a partir d'une 
fraction cryopredpitee de plasma, prepurifiee sur hydroxyde d' aluminium, caracterise en ce qu'H comprend une 
combinaison de trois etapes successives de separation chromatographtque, les deux premieres etant des chro- 

20 matographies d'echange d'ions sur une resine de type pdymere vinylique a larges pores porta nt des groupe- 
ments DEAE et la troisieme etant une chromatographie d'affinite sur gelatine-sepharose. 

2. - Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que les deux chromatographies d'echange d'ions 
sont realisees sur colonnes de DEAE-fractogelM equilibrees avec du tampon comprenant du citrate trisodique 
0,01 M, du chlorurede sodium 0,11 M, du chlorure de calcium 0,001 M, de la glucine 0,12 etde la lusine 0,016 

25 M. 

3. - Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que la fraction cryopredpitee et prepurifiee 
de plasma est appliquee sur la premiere colonne de chromatographie et que le facteur von WDIebrand qui s'est 
adsorbe sur celle-ti est elue par une augmentation de la concentration de chlorure de sodium du tampon a 
0,14-0,15 M. 

30 4.- Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterise en ce que Teluat de la premiere 
chromatographie, enrichi en facteur von Willebrand, est applique surladeu.nieme colonne de chromatographie 
et que le facteur von Willebrand qui s'est adsorbe sur celle-d est &ue par une augmentation de la concentration 
de chlorure de sodium du tampon a 0,15-0,17 M. 

5. - Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en ce que Teluat de la deuxieme 
35 chromatograph ie, enrichi en facteur von Willebrand, est applique sur une colonne de chromatographie de gela- 

tine-sepharose equilibree dans le meme tampon que le tampon dilution precedent et qui adsorbe par affinite 
seJective la fibronectine residuelle. 

6. - Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracteris6 en ce que le facteur von Wille- 
brand present dans le filtrat de la colonne de gelatine-sepharose est recolte, condition ne et lyophilise. 

40 7.- Concentre de facteur von Willebrand de tres grande purete et a haute activite spedfique (mesuree en 

unites RCo et CBA) et presentant un taux eleve de multimeres de haut poids moleculaire, obtenu par le procede 

selon Tune quelconque des revendications 1 a 6. 

8.- Concentre de facteur von WDIebrand selon la revendication 7, caracterise par un rapport activite 

(mesure en unites CBA) sur quantite d'antigene au moins egal a 1,5. 
45 9.- Concentre de facteur von Willebrand selon la revendication 7 ou 8, constitue a plus de 65 a 80 % par 

des formes multimeriques de haut poids moleculaire. 
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